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B SIBUSZNLRP3/ASC/Caspase-1 信和 号 通路 
减轻 脑 出 血 小 鼠 炎症 并 保护 神经 功能 的 作用 研究 
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【 摘要 】 BS ”炎症 反应 是 脑 出 血 ICH) 病情 进展 的 主要 因素 。 青 蒿 琥 酯 CART) 具有 抗菌 和 抗 炎 的 药理 活 
TE, ART 在 脑 内 浓度 较 高 ， 但 对 脑 出 血 损 伤 的 神经 保护 作用 尚 不 清楚 。 目 的 “观察 脑 出 血 后 ART 对 炎症 反应 的 影响 
并 探讨 其 机 制 。 方 法 2022 年 3 月 一 2023 4E 2 月 选取 108 只 8~10 周 雄性 C57BL/6 小 鼠 ， 随 机 分 为 假手 术 组 ( Sham 
组 ，n=36) 、ICH 对 照 组 (ICH+Vehicle 组 ，n=36) 、ART 治疗 组 (ICH+ART 2H, n=36) ， 建 立 ICH 模型 ，ICH+ART 
组 在 造 模 后 2 h 腹腔 注射 ART 溶液 150 mg * kg! + d', ICH«Vehicle 组 腹腔 注射 5% 碳酸 氢 钠 溶液 ， 连 续 注 射 3 do W 
察 小 鼠 行 为 学 指标 ，HE 染色 观察 各 组 小 鼠 脑 组 织 损 伤 情况 ， 免 疫 组 织 化 学 染色 检测 白介素 ( 正 ) 6、IL-1B ,. BSEC 
化 物 酶 (MPO ) 单位 面积 阳性 细胞 数 ，IBA1 免疫 荧光 染色 观察 小 胶 质 细胞 / 巨 吹 细 胞 的 激活 情况 ，TUNEL/NeuN 免疫 
荧光 双 染 色 观 察 神经 元 死亡 情况 ， 蛋 白质 印迹 法 比较 小 鼠 MPO、IL-1B 、 肿 瘤 坏 死因 子 a (TNF-a ) 、NOD 样 受 体 
蛋白 3 CNLRP3) ) 、 凋 亡 相 关 颗 粒 样 蛋白 ASC) 和 半 胱 氮 酸 天 冬 氮 酸 和 蛋白 酶 1 ( Caspase-1 ) 水 平 。 结 果 3 组 小 鼠 
改良 神经 系统 严重 程度 评分 、 右 转弯 的 百分比 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P«0.05) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 高 于 Sham 
组 ，ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 (P<0.05 ) 。HE 染色 结果 示 Sham 组 纹 状 体 周转 有 少量 血液 ， 水 肿 可 忽略 不 计 ， 
ICH+Vehicle 组 脑 组 织 严 重 损 伤 ， 细 胞 间 际 增加 、 血 管 周围 血肿 、 炎 性 细胞 温润 增加 ; ICH+ART 组 上 述 症状 均 有 了 明显 
改善 。3 组 小 鼠 IL-6、IL-1B 、MPO 单位 面积 阳性 细胞 数 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 
IL-6, IL-18 、MPO 阳性 细胞 数 均 高 于 Sham ZH, ICH+ART £H IL-6, IL-18 、MPO 阳性 细胞 均 低 于 ICH+Vehicle 组 
(P«0.05) 。3 组 小 鼠 小 胶 质 细胞 / 巨 唉 细胞 激活 数 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 高 于 
Sham 组 ，ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 ( P<0.05 ) 。3 组 小 鼠 神经 元 死亡 数量 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 
其 中 ICH+Vehicle 组 高 于 Sham 组 ，ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 (P<0.05)。3 组 小 鼠 MPO, IL-18 、TNF-a , 
NLRP3、ASC 和 Caspase-1 水 平 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 其 中 ICH+Vehicle 24 MPO, IL-1B , TNF-a , 
NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 平均 高 于 Sham 组 ，ICH+ART 组 MPO, IL-18 , TNF-a, NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 
平均 低 于 ICH+Vehicle 组 (P«0.05) 。 结 论 ICH Ja ART 治疗 可 通过 靶 向 调节 NLRP3/ASC/Caspase-1 信号 通路 减轻 小 
鼠 纹 状 体 炎 症 反应 ， 并 减少 小 胶 质 细胞 激活 ， 最 终 减轻 纹 状 体 神经 元 凋 亡 并 改善 脑 水 肿 。 

【关键 词 】 脑 出 血 ; 炎症 ; e; NOD 样 受 体 蛋白 3; 半 胱 氨 酸 天 冬 氮 酸 蛋白 酶 1; 小 鼠 
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[Abstract] Background The inflammatory response is a major factor in the progression of intracerebral hemorrhage 
(ICH ) . Artesunate ( ART ) has antibacterial and anti-inflammatory pharmacological activity with high concentrations in the 
brain, but its neuroprotective effect on cerebral hemorrhage injury remains unclear. Objective To observe the effect of ART 
on inflammatory response after intracerebral hemorrhage and explore its mechanism. Methods From March 2022 to February 
2023, 108 male C57BL/6 mice aged 8 to 10 weeks were selected and randomly divided into the sham-operated group ( Sham 
group, n=36) , ICH control group ( ICH Vehicle group, n=36 ) and ART treatment group (ICH+ART group, n=36) . 
ICH model was established. The mice in the ICH+ART group were intraperitoneally injected with 150 mg * kg! + d 2 h after 
modeling, and the mice in the ICH- Vehicle group were intraperitoneally injected with 5% sodium bicarbonate solution for 3 
consecutive days. The behavioral indicators of mice were observed. The brain tissue damage of mice in each group was observed 
by HE staining; the number of positive cells per unit area of interleukin (IL) 6, IL-1 B and myeloperoxidase ( MPO ) were 
detected by immunohistochemical staining; the activation of microglia/macrophages was observed by IBA1 immunofluorescence 
staining. TUNEL/NeuN immunofluorescence double staining was performed to observe neuronal death. The levels of MPO, IL- 
18 , tumor necrosis factor a (TNF-a ) , Nod-like receptor protein 3 ( NLRP3 ) , apoptosis—related granuloid protein ( ASC ) 
and cysteine aspartic protease | ( Caspase-1 ) were compared by western blotting. Results There were significant differences in 
the modified neurological severity scores and percentages of right turn of mice among the 3 groups ( P«0.05 ) , which were higher 
in the ICH- Vehicle group than the Sham group, and lower in the ICH+ART group than the ICH-- Vehicle group ( P«0.05 ) . HE 
staining results showed that there was a small amount of blood around the striatum in the Sham group and negligible edema. In 
the ICH4 Vehicle group, brain tissue was seriously damaged, with increased intercellular space, perivascular hematoma and 
inflammatory cell infiltration. All of the above symptoms were significantly improved in the ICH--ART group. There were significant 
differences in the numbers of IL-6, IL-1 B and MPO positive cells per unit area among the three groups ( P«0.05 ) , and the 
numbers of IL-6, IL-1 B and MPO positive cells in the ICH Vehicle group were higher than the Sham group, the numbers of 
IL-6, IL-1 8 and MPO positive cells in the ICH+ART group were lower than the ICH4- Vehicle group ( P«0.05 ) . There was 
significanct differences in the number of activated microglia/macrophages among the three groups ( P«0.05 ) , and the number of 
activated microglia/macrophages in the ICH Vehicle group was higher than the Sham group, the number of activated microglia/ 
macrophages in the ICH+ART group was lower than the ICH+Vehicle group ( P«0.05 ) . There was significant difference in the 
number of neuron death among the three groups ( P«0.05 ) , and the number of neuron death in the ICH-« Vehicle group was 
higher than the Sham group, and lower in the ICH+ART group than the ICH- Vehicle group ( P«0.05 ) . There were significant 
differences in the levels of MPO, IL-1B , TNF-a, NLRP3, ASC and Caspase-1 among the 3 groups ( P«0.05 ) , the levels 
of MPO, IL-18, TNF-a, NLRP3, ASC and Caspase-1 in the ICH Vehicle group were higher than the Sham group, the 
levels of MPO, IL-18, TNF-a, NLRP3, ASC and Caspase-1 in the ICH-ART group were lower than the ICH-- Vehicle 
group ( P«0.05 ) . Conclusion ART therapy after ICH attenuates the inflammatory response of striatum and the activation 
of microglia in mice through targeted regulation of NLRP3/ASC/Caspase-1 signaling pathway, and ultimately reduces striatal 
neuronal apoptosis and improves brain edema. 


[ Key words ] Cerebral hemorrhage; Inflammation; Artesunate; NOD-like receptor 3; Caspase-1; Mouse 


脑 出 血 (ICH ) Z2— fies fe HALE EAS. AE ” 在 临床 治疗 中 ， 大 多 数 ICH 患者 的 原 发 性 损伤 是 不 可 
中 的 15%， 其 特点 是 高 发 病 率 、 致 残 率 和 死亡 率 。ICH WHA DE, ICH 的 治疗 主要 集中 在 避免 神经 功能 的 继 
的 全 球 发 病 率 逐 年 上 升 ， 目 前 每 年 有 500 万 人 被 诊断 为 ” 发 性 损伤 。NOD 样 受 体 蛋 白 3 C NLRP3 ) 炎 性 小 体 的 激 
ICH， 其 中 约 300 万 人 死亡 ， 只 有 12%~39% WRB FRE ICH 期 间 巨 噬 细 胞 的 激活 中 起 着 重要 作用 ' "| 。 抑 
后 具有 完善 的 神经 功能 "| 。ICH 的 发 病 率 增加 与 高 血 — 制 NLRP3 炎症 体 相 关 和 蛋白 可 减轻 肺 损伤 "1 、 肝 损伤 "|、 
Ho, ICH 的 本 质 是 血管 破裂 ， 导 致 炎症 反应 和 脑 损 。 心肌 损伤 、 肾 损伤 "1 等 。 青 蒿 素 有 抗 寄生 虫 、 抗 
伤 ， 其 病理 生理 学 涉及 原 发 性 损伤 和 多 个 继 发 性 炎症 级 “病毒 、 抗 瘤 、 抗 炎 、 抗 氧化 等 广泛 的 药理 活性 ， 青 蘑 焉 
联 反应 , 如 氧化 应 激 ' ”1 各 种 细胞 凋 亡 J 和 神经 炎症 “1。 Hi CART) 是 青 项 素 衍 生物 ， 具 有 水 溶性 特点 ， 由 于 青 
一 般 认 为 ，ICH 的 主要 损伤 是 由 血 源 性 成 分 如 血红 素 、 rea SHEP AE - 脑 屏障 ， 在 脑 组 织 中 维持 较 高 浓度 ， 
血清 铁 和 凝血 酶 引起 的 局 部 炎症 ' ,而 ICH 后 3-7 d, 青 蘑 琥 酯 已 被 证 明 在 炎症 相关 疾病 中 发 挥 保护 作用 ， 特 
继 发 性 脑 损 伤 逐渐 占 主导 地 位 ，ICH 后 的 炎症 级 联 反应 ”，” 别 是 在 中 枢 神经 系统 损伤 中 ， 包 括 创伤 性 脑 损 伤 T. 
最 终 导 致 大 量 神经 元 凋 亡 ， 并 成 为 影响 患者 预后 的 主要 ”蛛网 膜 下 腔 出 血 '“ 1 、 缺 血 再 灌注 损伤 到 等。 本 研究 
ER. 然而 , ICH 患者 药物 治疗 的 临床 转化 仍然 不 足 。 通过 小 鼠 胶 原 酶 注射 模拟 ICH. AE, OTE BE 
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Hg CART) 与 NLRP3/ 含 CARD 结构 域 的 凋 亡 相关 颗粒 
样 蛋 白 ( ASC )/ 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 和 蛋白 酶 1 ( Caspase-1 ) 
信号 通路 在 ICH 后 的 表达 关系 及 小 鼠 最 终 神经 功能 恢 
复 情 况 的 关系 ， 并 探讨 其 中 机 制 。 

1 材料 与 方法 

1.1 实验 材料 

1.1.1 研究 时 间 2022 年 3 月 一 2023 年 2 月 。 

11.2 ”实验 动物 选取 108 只 8~10 周 雄性 C57BL/6 小 
鼠 ， 购 于 北京 维 通 利 华 实验 动 物 有 限 公 司 ， 许 可 证 号 
( (31) 2021-0006) ， 体 质量 为 19~22 g。 所 有 小 鼠 
均 饲 养 于 SPF 级 动物 实验 中 心 (河南 省 医药 科学 人 研究 
Be) ,保持 25 % 室 温和 适宜 的 湿度 ， 且 在 标准 的 12 h 
明 / 暗 周期 的 清洁 开放 环境 中 饲养 ， 饲 养 期 间 小 忌 自由 
摄取 水 和 食物 。 本 研究 通过 郑州 大 学 伦理 委员 会 批准 
( 2023042) 。 

11.3 ”主要 试剂 与 仪器 4% 多 聚 甲醛 固定 液 (北京 
索 莱 宝生 命 科技 有 限 公 司 ， 货 号 : P110), WEJ 
原 酶 (美国 Sigma 公司 ， $t: C0773). ART ( 上海 
麦克 林 生 化 科技 有 限 公 司 ， 货号: 182824-33-5) 、 
免 抗 肿瘤 坏死 因子 a (TNF-a ) 多 克隆 抗体 ( 美国 
Abcam， 货 号 : ab183218) 、 免 抗 白介素 (IL) 18 多 
克隆 抗体 ( 美国 Abcam， 货 号 : an283818) 、 免 抗 髓 过 
氧化 物 酶 (MPO) 多 克隆 抗体 (美国 Abcam， 货 号 : 
ab208670) . adit IL-6 多 克隆 抗体 ( 美国 Abcam， 贷 
号 : ab208113) 、 兔 ASC 多 克隆 抗体 ( 美国 Abcam, 
货号 : ab283684) 、 免 抗 NLRP3 多 克隆 抗体 (美国 
Abcam, $t: ab263899) 、 锡 抗 Caspase-1 多 克隆 抗 
体 ( 美国 Abcam, $$ 5: ab207802) 、 免 抗 肌 动 蛋白 
(actin) 多 克隆 抗体 ( 美国 Abcam， 货 号 : ab8226 ) ; 
免 抗 小 胶 质 标记 物 CIBAL) 抗体 ( 日 本 Wako, SE: 
019-19741) ; 山羊 抗 兔 IgG (Cy3) 预 吸 附 二 抗 ( 美 
Abcam， 货 号 : ab6939) ; 山羊 抗 小 鼠 IgG (ESK 
生物 技术 ， 货 号 : A0568 ) ; HRP 标记 的 山羊 抗 兔 IgG 
(上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ， 货 号 D110058 ) ; “ER 
数 显 式 脑 立 体 定位 仪 C 安徽 正 华 生物 仪器 设备 有 限 公 
司 ， 型 号 : ZH- 蓝 星 B/S 型 ) ; 1 pL 微量 进 样 器 ( 
Hamilton 公司 , 型 号 : 7001KH ); 正直 光学 显微镜 ( 德 
E] Zeiss 公司 , 型号: LSM880 ) ; 激光 共聚 焦 显 微 镜 ( 日 
本 奥 林 巴 斯 公司 ， 型 号 : Olympus FV1000) 。 

12 实验 方法 

12.10 实验 分 组 和 用 药 将 小 鼠 随 机 分 为 假手 术 组 
(Sham 组 ，n=36) , ICH 对 照 组 (ICH+Vehicle 组 ， 
n-36) 、ART 治疗 组 (ICH+ART 4H, n=36) o 

1.2.2 /BER ICH 模型 制备 ”选择 8~10 周 龄 雄性 SPF 级 
C57BL/6 小 鼠 ， 使 用 1096 KARIE 4 mL/kg 麻醉 ， 将 其 
置 于 立体 定向 框架 中 ， 颅 骨 顶 部 前 四 后 0.2 mm, PR 
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右 旁 开 2 mm 钻 直径 为 0.6 mm 的 小 孔 ，ICH 对 照 组 和 
ART 治疗 组 以 0.1 u L/min 的 速率 将 0.1 U/L 胶原 酶 
WI 0.75 kL 注射 至 基底 节 区 ， 注射 右 固 定 10 min 以 防 
止 回流 。 假 手术 组 注射 0.75 pL 0.9% HERR. F 
术 后 小 鼠 保持 温暖 ， 直 到 完全 康复 。 将 60 mg ART 溶 于 
6 mL 5% 碳酸 氧 钠 溶液 中 ，ICH+ART 组 在 造 模 后 2 腹 
腔 注射 ART 溶液 150 mg: kg! + d', ICH+Vehicle 组 腹 
ESTED 5% 碳酸 氨 钠 溶液 ， 连 续 注射 3 do 

1.2.3 小 鼠 行 为 学 观察 与 测定 ” 术 后 3 d 每 组 选取 6 只 
小 鼠 使 用 改良 神经 系统 严重 程度 评分 ( mNSS ) 评 估 运 动 、 
感觉 、 反 射 和 平衡 功能 ， 总 分 18 分 ， 得 分 越 高 ， 神 经 
损伤 越 严 重 。 术 后 3 d 每 组 选取 6 只 小 鼠 做 转角 测试 评 
佑 感觉 运动 与 姿势 不 对 称 性 ， 正 常 小 鼠 向 右 侧 或 左 侧 转 
身 的 次 数 基 本 相等 ，ICH 小 鼠 倾向 于 向 病灶 同 侧 侧 转 。 
将 两 块 20 cm 长 的 玻璃 板 组 成 大 约 30 度 的 角落 ， 当 小 
鼠 进 入 角落 深 处 时 ， 两 边 触 须 同时 受到 刺激 ， 会 出 现 向 
上 癌 后 转 回去 的 行为 ， 记 录 左 转弯 或 右 转 弯 ， 每 只 小 鼠 
重复 20 次 ,两 次 测试 至 少 间隔 30 s， 计 算 右 转弯 的 百 
分 比 = 右 转 次 数 /所 有 转 次 数 x 100%。 

1.2.4 小 鼠 脑 组 织 标本 制备 术 后 3 d， 每 组 选取 6 只 
小 鼠 ， 水 合 毛 醛 麻醉 后 经 心 注 射 20-40 mL PBS 和 4% 
多 聚 甲 醛 ， 灌 注 完 毕 后 迅速 断 头 取 脑 组 织 ， 浸 泡 在 4% 
ZEB, 常规 石 晴 包 埋 固定 , 切 成 $ pm 厚度 切片 ， 
用 于 HE RE., IBA ARERR f&. IL-6, IL-18 和 
MPO 免疫 组 化 染色 、NeuN/Tunel 染色 。 

125 HE 染色 将 石蜡 切片 进行 脱脂 ， 并 在 室温 下 进 
行 HE 染色 ， 光 学 显微镜 观察 各 组 小 鼠 脑 组 织 损伤 情况 
并 摄 片 记录 。 

12.6 ”免疫 组 织 化 学 染色 石蜡 切片 封闭 前 使 用 氧化 物 
酶 溶液 (3% H,0,, 10% 甲醇 ，PBS 稀释 ) 孵育 切片 15 
min, FA Sedit IL-6 piik (1: 300) , Hpi IL-18 抗体 
(1:500) , Sati MPO 抗体 (1: 700) Æ 4 CHANN, 
9l Fre PBS "PYRE 3. FAS ILA UR SE AL HRP ) 
联合 二 抗 山羊 抗 锡 Cy3 (1:3 000) 孵育 1 h。 所 有 切片 
19] SER (DAB) WRA, Zi AGB, UP a 
显微镜 观察 。 在 每 个 脑 切片 中 检查 4 个 显微镜 视野 ， 每 
只 小 鼠 检查 3 个 切片 ， 计 算 单 位 面积 下 阳性 细胞 数 。 
1.277 免疫 荧光 染色 将 石蜡 切片 脱 蜡 、 抗 原 提 取 、 
封闭 后 ， 用 兔 抗 BAL 单 克隆 抗体 (1:2000) 在 4 %C 
孵育 过 夜 。 用 PBS 冲洗 3 次 后 ， 在 室温 下 加 入 山羊 抗 
fa Cy3 二 抗 (1 :3 000) 1h。 在 荧光 显微镜 下 观察 小 胶 
质 细胞 / 巨 唉 细胞 的 激活 情况 ， 用 Image J/Fiji 软件 计数 
IBA1 阳性 细胞 数 。 

1.2.8. TUNEL/NeuN 免疫 荧光 双 染 色 ”石蜡 切片 脱 蜡 处 
理 ,将 切片 与 抗 NeuN 抗 体 (11:600 ) 在 4% 下 孵育 过 夜 ， 
根据 TUNEL 细胞 凋 亡 试剂 盒 配置 溶液 ， 在 室温 下 用 山 
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羊 抗 小 鼠 IgG (1:3 000) RA 2 h， 漂 洗 封 片 。 在 荧光 
显微镜 上 观察 ， 对 每 个 切片 随机 选择 的 4 个 高 倍 视 野 进 
行 分 析 , TUNEL 和 NeuN 阳性 细胞 被 计数 为 死亡 神经 元 。 
1.2.9 和 蛋白质 印迹 法 (Wester blot) 蛋白 定量 分 析 
每 组 选取 5 只 小 鼠 ， 术 后 3 d 断 头 处 死 取 脑 ， 在 冰 上 选 
IX ICH 血肿 周围 1 mm 区 域 的 脑 组 织 ， 称 重 ， 用 RIPA 
裂解 液 对 组 织 在 冰 上 进行 匀 浆 ， A, REW, A 
Nanodrop 定量 后 按照 30 ug 制作 样品 并 煮沸 备用 。 电 
泳 分 离 目 的 蛋白 ， 转 模 封闭 后 ， 置 于 以 下 一 抗 在 摇 床 
上 4 CHALK: ÜadolL-1g 抗体 (1:1000) , f& 
jt MPO 抗体 (1:1000) 、 免 抗 TNF-a 抗体 (1:2 
000) 、 兔 抗 NLRP3 抗体 (1: 1 000) 、 免 抗 ASC 抗体 
(1:1000) 、 免 抗 Caspase-1 抗体 (1:1000) 、 免 搞 
Actin 抗体 (1 : 3 000)。 漂洗 后 加 入 山羊 抗 锡 HRP (1:1 
000) 室温 孵育 2 hp。 孵育 完成 后 使 用 Bio-Rad 化 学 发 光 
仪 显影 成 像 , FIFA Image J/Fiji 分 析 信 号 的 光 密 度 ( 0D ) 。 
L3 ”统计 学 方法 ”使 用 Prism 8 软件 进行 统计 学 分 析 ， 
符合 正 态 分 布 的 计量 资料 以 (x+s ) 表示 ， 多 组 间 比 较 
采用 单 因 素 方差 分 析 ， 采 用 Tukey 多 重 检验 进行 组 间 两 
两 比较 ; 非 正 态 分 布 的 计量 资料 以 M (Pos, Pos) KR, 
多 组 间 比 较 采 用 Kruskal- Wallis 五 检验 ， 组 内 两 两 比较 
采用 MannWhitney U 检验 。P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 
2 "m 
24 3 组 小 鼠 行为 学 结果 比较 3 ZH 7] BU mNSS 评 
分 结果 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ， 其 
中 ICH+Vehicle 组 高 于 Sham 组 ，ICH+ART 组 低 于 
ICH+Vehicle 组 ( P<0.05 ).3 组 小 鼠 右 转 弯 的 百分比 比较 ， 
差异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 高 


Sham 


ICH+ART 
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于 Sham 组 , ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 ( P«0.05 ) , 
见 表 1。 

2.2 3 组 小 鼠 脑 组 织 HE 染色 结果 ”Sham 组 纹 状 体 周 
围 有 少量 血液 ， 水 肿 可 忽略 不 计 ，ICH+Vehicle 组 脑 组 
织 严 重 损 伤 ， 细 胞 间隙 增加 、 血 管 周 于 血肿 、 炎 性 细胞 
浸润 增加 ; ICH+ART 组 上 述 症状 均 有 明显 改善 , 见 图 1。 
2.3 3 组 小 鼠 免疫 组 织 化 学 染色 结果 “阳性 反应 呈 棕 黄 
(& Wi, IL-6, IL-18 , MPO 阳性 表达 代表 纹 状 体 中 
局 部 炎症 细胞 浸润 ，MPO 阳性 代表 中 性 粒 细胞 激活 。 
结果 显示 ,，3 组 小 鼠 IL-6、IL-1B 、MPO 单位 面积 阳 
性 细胞 数 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ， 其 中 
ICH+Vehicle 组 IL-6、IL-1B 、MPO 阳性 细胞 数 均 高 于 
Sham 组 ，ICH+ART 组 IL-6、IL-1B 、MPO 阳性 细胞 均 
低 于 ICH+Vehicle 组 ( P<0.05 ) ， 见 图 2、 表 2。 

2.4 3 组 小 鼠 IBA1 免疫 荧光 染色 结果 3 组 小 鼠 小 
胶 质 细胞 / 巨 噬 细 胞 激活 数 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意 
义 (P<0.05) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 高 于 Sham 组 ， 
ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 ( P<0.05 ), 见 图 3、 表 3。 


表 1 3 组 小 鼠 行为 学 结果 比较 


Table 1 Comparison of behavioral results among three groups of mice 


LEN IN CT I E 
Sham 组 6 0.5 (0, 1.0) 49.44 + 9.38 
ICH Vehicle 组 6 8.0 (5.0, 80)" 71.67 + 12.95" 
ICH+ART 组 6 3.0 (3.0, 40) ^ 53.33 + 7.67" 
Hi 15.059 24.192 
P 值 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 Sham 组 比较 P<0.05,' zs 5j ICH Vehicle 组 比较 
P<0.05, 


ICH+Vehicle 


200 x 


Figure 1 


图 1 3 组 小 鼠 脑 组 织 HE 染色 结果 ( x 200) 


HE staining results of brain tissue among the 3 groups of mice 
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2.5 3 组 小 鼠 TUNEL/NeuN 免疫 荧光 双 染 色 结 果 死 
TH TUNEL 染色 呈 绿 色 ， 神 经 元 被 染 成 红色 ， 死 亡 
神经 元 为 红 蓝 闭 加 ，3 组 小 鼠 神 经 元 死亡 数量 比较 ， 差 
异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 高 于 
Sham 4, ICH+ART 组 低 于 ICH+Vehicle 组 ( P«0.05 ) , 
见 图 4、 表 4。 

2.6 3 组 小 鼠 MPO、 IL-1B、TNF-a、NLRP3、ASC 
和 Caspase-1 JIK Æ kk $ 32H 7 RR MPO, IL-1 pP. 
TNF-a , NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 平 比较 ， 差 异 
有 统计 学 意义 (P«0.05) ， 其 中 ICH+Vehicle 组 MPO, 
IL-18 . TNF-a, NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 平均 
高 F Sham 组 ，ICH+ART 组 MPO, IL-18., TNF-a 、 
NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 平均 低 于 ICH+Vehicle 组 
(P«0.05) ， 见 图 5、 表 5。 
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ART 可 以 通过 直接 保护 症 疾 感染 小 鼠 的 神经 元 , 减少 其 
Jjr- 75. We), BADRU ART 可 以 在 大 鼠 创 伤 

脑 损 伤 后 保护 神经 元 ， 并 促进 神经 营养 因子 的 释放 ， 最 
终 导 致 实验 大 鼠 神经 功能 评分 的 提高 2; 。 上 述 研 究 表 
明 , ART 可 能 在 ICH 后 神经 功能 的 保护 中 发 挥 重要 作用 。 

ICH 是 一 种 发 病 率 和 死亡 率 很 高 的 疾病 ， 经 常会 

致 患者 严重 的 神经 功能 缺 隐 ， 甚 至 死亡 ， 给 个 人 、 家 庭 
和 社会 带 来 沉重 的 负担 。ICH 后 的 炎症 反应 是 导致 疾病 
进展 的 主要 因素 。 在 这 个 过 程 中 ， 小 胶 质 细胞 的 募集 和 
促 炎 细胞 因子 的 释放 发 挥 关键 作用 。 此 外 ， 外 周 炎 性 细 


表 2 3 组 小 鼠 IL-6、LL-1B 、MPO 单位 面积 阳性 细胞 数 比 较 (cells/ 
mm’ ) 
Table 2 Comparison of the number of positive cells of IL-6, IL-1 and 


MPO per unit area among the three groups 


3 Wit 
ART 是 青 蔷 素 的 水 浴 性 衍生 物 ， 具 有 高 效 、 低 毒 、 


耐 受 性 好 等 特点 。 除了 抗 寄 生 虫 作用 , ART 还 具有 抗 炎 、 


抗 肿瘤 和 抗 


BETES! 。 其 具有 多 种 机 制 ， 如 抑制 


炎 性 因子 的 产生 、 诱 导 铁 依赖 性 细胞 凋 记 和 抑制 血管 生 


分 组 只 数 MPO IL-6 IL-18 
Sham 组 6 6.06+2.56 24.11+2.91 17.06 + 4.37 
ICH+Vehicle 组 6 ^ 25.1123.223' 58.78 +4.65° 37.28 + 4.42" 
ICH+ART £f 6 20282334" 39.06 + 2.67" 35.00 + 3.48” 
F fH 188.317 439.284 130.575 
P fË «0.001 «0.001 «0.001 


成 “ 。ART 是 一 种 多 潜能 药物 ， 可 以 在 中 枢 神 经 系统 
相关 疾病 治疗 中 发 挥 神经 保护 作用 “” ， 研 究 表 明 ， 


Sham 


MPO à E 


M. 
VES d 


IL-1B 


注 :“ 表 示 与 Sham 组 比较 P«0.05, ^ RIR ICH+Vehicle 组 比较 ， 
P«0.05, 
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图 2 3 组 小 鼠 免 疫 组 织 化 学 染色 结果 ( x 100) 


Figure2  Immunohistochemical staining results among the 3 groups of mice 
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Sham 


ICH+ART 


- 


ICH- Vehicle 


IBA-1 


色 结 果 ( x 200) 


IBAI immunofluorescence staining results among the 3 groups of mice 


3 组 小 鼠 IBAT 免疫 荧光 染 


3 
Figure 3 


表 3 3 组 小 鼠 小 胶 质 细胞 / 巨 噬 细 胞 激活 数 比 较 (cells/mm? ) 
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RA 3 组 小 鼠 神 经 元 死亡 数量 比较 


Table 3 Comparison of the numbers of activated microglia/macrophages Table 4 Comparison of neuronal death among the 3 groups of mice 
among the 3 groups of mice m m 神经 元 死亡 数量 
分 组 数 小 胶 质 细胞 /巨星 细胞 激活 数 7 dis ( cells/mm’ ) 
£ AR 2 
( cells/mm” ) : ; 
人 Sham 组 6 6.06 + 2.80 
Sham 组 6 29.44 + 4.87 ; 
, ICH- Vehicle 组 6 20.44 x 2.87" 
ICH Vehicle 组 6 47.67 + 6.63" 
E a b ICH+ART £H 6 10.22 + 4.11” 
ICH+ART 组 6 35.72 x 2.99 
F fii 24.192 ri ica 
P fH «0.001 P fH «0.001 
注 :" 表 示 与 ICH+Vehicle 组 比较 ，P<0.05。 HE: "RAR ICH+Vehicle 组 比较 ，P<0.05。 


#5 3 24H/) MPO, IL-18 , TNF-a, NLRP3, ASC 和 Caspase-1 水 平 比较 
Table 5 Comparison of the levels of MPO, IL-18 , TNF-a, NLRP3, ASC and Caspase-1 among the 3 groups of mice 
分 组 只 数 MPO IL-1B TNF-a NLRP3 ASC Caspase-1 
Sham 组 5 1+0 1+0 1+0 1+0 1+0 1+0 
ICH+Vehicle 组 5 4.28 + 0.15" 3.30 + 0.16" 4.30 + 0.19" 2.46 + 0.15" 2.12 + 0.18" 4.10 + 0.14" 
ICH+ART £H 5 2.58 + 0.19" 2.00 + 0.16" 2.56 x 0.11” 1.28 + 0.08" 1.40 & 0.07" 1.72 + 0.15" 
F(a 684.102 399.000 851.625 300.200 130.595 940.048 
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
注 :“ 表 示 与 Sham 组 比较 ，P<0.05,“ 表示 与 ICH+Vehicle 组 比较 ，P<0.05。 
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胞 ， 如 白细胞 ， 


可 以 通过 


+ 受 损 的 血 — APA 


BE pact 


入 中 


枢 神 经 系统 ， 进 一 步 放大 炎 性 损伤 并 使 病情 恶化 。 


因此 ， 
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Figure 4 


Sham 


s 
50 wm 
Te 


图 4 3 组 小 鼠 TUNEL/Ne uN rm 疫 荧 光 双 染色 结果 


TUNEL/NeuN immunofluorescence double staining results among the 3 
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Figure 5 Expressions of MPO, 


图 5 


3 组 小 鼠 MPO, IL- 
IL-1B, 
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先前 的 研究 表明 ， ART 通过 激活 鞘 氨 醇 


ICH+ART 


B Sham 


x 200 ) 


IC H+ART 


ICH+Vehicle 


groups of mice 


ICH+Vehicle 


NLRP3 


Caspase-1 


Actin 


ASC 和 Caspase-1 蛋白 表达 情况 
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体 1/ 磷脂 栈 肌 醇 3 激酶 (SIpR1/PI3K ) 信号 通路 保护 
蛛网 膜 下 腔 出 血 小 鼠 的 血 — PARR we) ， 体 外 研究 
表明 ART 通过 PI3K/ 蛋白 激酶 B (Akt) 信号 通路 促进 
神经 干细胞 增殖 '” 。 还 有 研究 报道 了 ART E ICH 后 
的 保护 作用 , 如 活化 核 因子 红细胞 2 相关 因子 2 ( Nrf2 ) 
和 活性 氧 (ROS) 依赖 性 p38 丝 裂 原 活 化 蛋白 激酶 ， 以 
抑制 氧化 和 炎症 过 程 ， 防 止 ICH 再 灌注 损伤 。 据 报 
道 ，ART 通过 Toll 样 受 体 4 (TLR4 ) / 核 转录 因子 -kB 
( NF- « B ) 途径 对 大 鼠 脑 缺 血 再 灌注 损伤 具有 神经 保 
PER UU 。 然 而 ， 尚 未 提 及 ART 参与 NLRP3 KHER 
泡 的 研究 。 

NLRP3 Jee FE FG NLRP3 ŽIREH, ASC 连接 
蛋白 和 Caspase- 1 效应 和 蛋白， 是 天 然 免疫 系统 的 重要 组 
成 部 分 。 宿 主 来 源 的 病原 体 相关 分 子 模式 (PAMP ) 或 
损伤 相关 分 子 模式 ， 与 模式 识别 受 体 (PRR ) 结合 ， 激 
活 NLRP3, NLRP3 通过 结合 ASC 来 激活 Caspase-1 前 
体 并 水 解 ， 同 时 剪 切 IL-1B FI IL-18 的 前 体 ， 最 终 释 
放 IL-1B 或 I-18， 加 剧 炎 性 反应 5 。 此 外 ， 激 活 
的 Caspase-1 还 可 以 通过 激活 焦 孔 素 -D (GSDMD ) fr 
导 细 胞 焦 亡 2 。 研 究 表 明 ，Caspase-1 ABR Ja, ICH 
小 鼠 的 存活 率 明 显 增加 | RS, EGE 
在 减少 脂 多 糖 (LPS ) 诱导 的 中 枢 神 经 系统 炎症 后 可 
有 效 保 护 神经 系统 免 受 损伤 ， 但 该 研究 未 检测 NLRP3/ 
ASC/Caspase-1 的 表达 :2 。 因 此 本 研究 假设 ART 参与 
NLRP3 信号 通路 ， 以 保护 ICH 后 的 神经 功能 。 

YEP ICH 后 发 生 血 肿 周围 局 部 炎症 级 联 反 应 对 神 
经 功能 造成 不 可 道 的 原 发 性 损害 ， 本 研究 于 在 研究 ART 
对 脑 出 血 炎症 级 联 反应 ， 即 继 发 性 损害 的 减少 。 结 果 表 
明 ART 显著 改善 了 实验 动物 ICH 后 的 脑 水 肿 ， 改 善 了 
动物 转角 实验 和 mNSS-R 评分 。 本 研究 检测 了 ART YA 
疗 后 小 鼠 体 内 TNF-aw 、IL-1B 和 MPO 的 表达 ， 同 时 
使 用 免疫 荧光 检测 各 组 小 鼠 脑 组 织 小 胶 质 细胞 的 浸润 ， 
发 现 ART 显著 改善 了 ICH 后 3 d 动物 的 神经 炎症 。 为 
了 研究 上 述 现象 发 生 的 机 制 ， 本 研究 检测 了 各 组 动物 中 
NLRP3/ASC/Caspase-1 信号 轴 的 表达 水 平 ， 并 发 现 ICH 
后 使 用 150 mg/kg 剂量 的 ART 显著 降低 了 NLRP3/ASC/ 
Caspasel 的 表达 水 平 ， 这 也 解释 了 ICH+ART 组 小 鼠 的 
脑 组 织 局 部 炎症 浸润 的 减少 。 

ICH 后 炎症 介 导 的 神经 元 凋 亡 的 意义 是 深远 的 。 首 
先 ， 神 经 元 通过 调节 血 - 脑 消 液 屏障 紧密 链接 的 营养 
支持 效应 影响 神经 血管 单位 '* ICH 后 神经 血管 单元 
的 损伤 导致 局 部 蛋白 质 泄漏 ， 形 成 纤维 疗 痕 ， 然 后 激活 
星 形 胶 质 细胞 ， 形 成 局 部 胶 质 闻 痕 ， 最 终 损 害 患 者 的 神 
经 功能 '”! 。 有 研究 表明 ，ICH 早期 神经 元 凋 亡 与 患者 
皮质 厚度 减少 、 白 质 完整 性 丧失 和 海马 萎缩 的 预后 具 
dido rk. pole, ICH 后 早期 抑制 炎症 温润 的 作用 
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是 长 期 而 深远 的 。 总 之 ， 本 研究 表明 ，ART 通过 阻 断 
NLRP3/ASC/Caspase-1 信号 通路 ， 在 ICH 后 早期 减轻 局 
部 炎症 细胞 激活 ， 并 最 终 减少 神经 元 凋 亡 和 脑 水 肿 ， 以 
保护 实验 动物 的 神经 功能 。 
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